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基础 研究 


日 本 血吸虫 重组 Bb(pGEX-Sj32) 疫 苗 诱导 BALB/c 鼠 脾 细 胞 增 
殖 、 亚 群 及 细胞 因子 的 动态 变化 


EXE Fi, 婷 
重庆 医科 大 学 附属 第 一 医院 传染 病 寄 生 贝 病 研究 所 ,重庆 400016 


摘要 :目的 观察 日 本 血吸虫 重组 Bb(pGEX-Sj32) 疫 苗 诱导 免疫 鼠 脾 细胞 免疫 应 答 的 动态 变化 ,探讨 该 重组 疫苗 的 免疫 机 币 
方法 88 只 BALB/c 鼠 随机 分 为 口服 组 和 滴 自 组 ,口服 组 小 鼠 经 口服 单 次 接种 10 克隆 形成 单位 (CFU) 重 组 疫苗 , 滴 自 组 小 鼠 经 
滴 自 单 次 接种 10; CFU 重 组 疫苗 ;于 免疫 后 0~20 周 内 间隔 2 周 每 组 随机 齐 杀 4 只 小 鼠 , 取 脾 并 制备 脾 细胞 悬 液 ,分 别 经 未 刺激 
( 脾 细胞 悬 液 ) .SjAWA 刺激 和 ConA 刺激 培养 。MTT 法 检测 脾 细胞 增殖 效率 , 流 式 细胞 术 检 测 脾 CD4*T 细 胞 和 CD8*T 细 胞 亚 
群 变化 , 双 抗 体 夹心 ELISA 法 检测 培养 上 清 液 中 TNF-a、IL-10 和 二 -12 表 达 水 平 。 结 果 与 0 周 相 比 ,未 刺激 、SjAWA 刺激 和 
ConA 刺激 时 ,口服 组 和 滴 锚 组 脾 细 胞 均 分 别 在 免疫 后 2~16 周 和 2~18 周 发 生 极 显 著 增殖 (P<0.01); 两 组 CD4:T 细 胞 亚 群 均 于 
免疫 后 2~12 周 显著 升 高 (P<0.01),CD8:T 细 胞 亚 群 在 观察 期 间 升 高 不 明显 ;不 同 培养 条 件 下 ,口服 组 脾 细 胞 因子 TNF-a、IL-10 
和 开 -12 水 平均 分 别 在 免疫 后 2~14 周 .2~18 周 和 2~14 周 升 高 ,于 8 周 .10 周 和 6 周 达 峰 值 ; 滴 鼻 组 3 者 分 别 在 免疫 后 2~14 周 .2~ 
18 周 和 2~18 周 升 高 ,于 8 周 .10 周 和 8 周 达 峰 值 。 结 论 日 本 血吸虫 重组 Bb(pPGEX-32) 疫 苗 可 诱导 小 鼠 产生 有 效 的 免疫 应 答 。 
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Changes in splenocyte proliferation, subsets and cytokine production in mice immunized 


with recombinant vaccine Bifidobacterium bifidum (pGEX-Sj32) of Schistosoma japonicum 


TAN Jianrong, LI Wengui, OIN Ting 
Institute of Infectious and Parasitic Disease, First Affiliated Hospital, Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China 


Abstract: Objective To observe the dynamic changes of immune responses of splenocytes in mice immunized with 
recombinant vaccine Bifidobacterium bifidum (pGEX-Sj32) of Schistosoma japonicum and investigate the immunological 
mechanism of the vaccine. Methods Eighty-eight BALB/c mice were randomized for immunization with 10° CFU recombinant 
vaccine orally or with 10* CFU recombinant vaccine intranasally. Four mice were selected from each group every two weeks to 
test the responses of the splenocytes to stimulations with SjAWA or ConA. MTT assay and flow cytometry were used to assess 
splenocyte proliferation and the distribution of CD4' and CD8 T cells, respectively; the levels of interleukin-10 (IL-10), IL-12 
and tumor necrosis factor-a (TNF-a) in the cell culture supernatant were detected by ELISA. Results Regardless of the 
stimulations, the splencytes showed significantly enhanced proliferation in weeks 2-16 in oral administration group and in 
weeks 2-18 in intranasal group (P«0.01). CD4' subsets in both two groups increased obviously in weeks 2-12 (P«0.01) but CD8* 
subsets remained stable. In oral administration group, the levels of TNF-a, IL-10 and IL-12 increased in weeks 2-14, 2-18 and 
2-14, and peaked at week 8, 10 and 6, respectively; in intranasal group, the cytokines increased in weeks 2-14, 2-18 and 2-18, 
and peaked at week 8, 10 and 8, respectively. Conclusion The recombinant vaccine rBb (pGEX-Sj32) can induce effective 
immune responses in mice. 

Key words: Schistosoma japonicum; rBb(pGEX-Sj32) vaccine; splenocyte; proliferation; T cell subsets; cytokines 


日 本 血吸虫 病 是 一 种 严重 危害 人 类 健康 的 人 兽 共 ”利用 重组 31 000/32 000 抗 原 免疫 小 鼠 并 进行 攻击 试 
患 寄生 虫 病 , 随 着 分 子 生 物 学 和 基因 组 学 的 发 展 ,制备 。 ” 验 ,得 到 了 30.1% 的 减 虫 率 和 63.2% 的 减 卵 率 ,提示 重组 
疫苗 防治 该 病 已 成 为 新 的 希望 。 血 吸虫 32 000 蛋 白 被 32 000 和 蛋白 可 诱导 机 体 产生 较 好 的 免疫 保护 力 。 本 文 
证 实 为 天 冬 酰 胺 肽 链 酶 ", 具 有 较 好 的 免疫 原 性 。Shi 等 ” 在 成 功 构建 日 本 血吸虫 重组 Bb(pPGEX-Sj32) 疫 苗 ” 的 
制备 的 核酸 疫苗 pCD-Sj32 能 够 诱导 小 鼠 产 生 较 高 水 平 。 基础 上 ,将 其 免疫 小 鼠 , 动 态 观 察 其 诱导 的 小 鼠 脾 细胞 
HY IL-2 TNF IFN-yY 和 特异 性 IgG 抗体 而 产生 保护 作用 ， ”增殖 、T 细 胞 亚 群 及 细胞 因子 水 平 变 化 ,以 期 探索 该 疫 
表明 Sj32 可 诱导 小 鼠 产 生 有 效 的 免疫 应 答 。 沈 定 文 等 ” ” 苗 的 作用 机 制 ,为 后 续 研 究 提 供 有 意义 的 材料 。 
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原 (SjAWA) 及 重组 Bb(pGEX-Sj32) 疫 苗 由 本 室 保 存 。 
思 豆 蛋白 A(ConA) 购 自 美国 Sigma 公 司 ;RPMI 1640 
培养 基 .10% 胎 牛 血清 青霉素 和 链 霉 素 购 自 上 海 生 工 
生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 ;TNEF-uJIL-10 和 工 -12 检 
测 ELISA 试剂 盒 购 自 深 圳 欣 博 成 ;大 鼠 抗 小 鼠 CD4'T 
细胞 和 CD8*T 细 胞 单 克隆 抗体 以 及 异 硫 氰 酸 奕 光 素 
(FITC) 标 记 免 抗 大 鼠 IgG 均 购 自 北京 邦 定 泰克 生物 技 
术 有 限 公 司 ;四 甲 基 偶 氮 唑 盐 (MTT) 和 二 甲 基 亚 砚 
(DMSO) 购 自重 庆 百 蔡 生 物 技术 公司 。 

1.2 方法 

1.2.1 动物 免疫 88 只 小 鼠 随 机 分 为 口服 (PO) 组 和 滴 
自 (IN) 组 ,每 组 44 只 。PO 组 小 鼠 :10 cfu 重 组 疫苗 悬 
浮 于 100 ul MRS 液 体 培养 基 单 次 口服 免疫 ;IN 组 小 鼠 : 
10? cfu 重 组 疫苗 悬浮 于 10 ul MRS 液体 培养 基 单 次 滴 
Dy, 

1.2.2 脾 细胞 分 离 在 疫苗 免疫 后 0、2、4、6.、8、10、12、14.、 
16.18.20 A Pj 2H 4 B&B LIIZR 4 H/E, JORU, HE 
CK LS | EAST BE 5x VOL 的 脾 细 胞 悬 液 。 

1.2.3 脾 细胞 增殖 检测 将 分 离 的 脾 细 胞 (浓度 为 5x10%L) 
接种 于 24 和 孔 细 胞 培养 板 , 每 份 标本 设 3 组 :原液 组 (基础 
培养 基 ) .SjAWA 刺激 组 和 ConA 刺激 组 ,分 别 加 入 1 ml 
脾 细 胞 悬 液 .1 ml 脾 细胞 悬 液 T10 ug SjAWA 和 1 ml 脾 
细胞 悬 液 +10 ug ConA,SjAWA 和 ConA 的 终 浓 度 均 为 
10 g/L, 最 后 于 每 了 筷 加 入 10 jl MTT( 浓 度 为 5 g/L), 
37 % .5% CO, 培 养 18 h, 弃 去 细胞 上 清 液 150 AL, Jn 
A DMSO 150 pl/ 筷 , 吹 打 至 甲 膜 充分 溶解 。 将 混 匀 的 
细胞 转 至 96 孔 板 (150 p1/ 乱 ), 同 时 设 3 个 空白 孔 为 对 
照 , 酶 标 仪 570 nm 波长 检测 吸光 度 (A) 值 。 

1.2.4 脾 细 胞 亚 群 检测 将 细胞 浓度 为 Sx102L 的 脾 细 
胞 悬 液 与 1% 阻 断 液 各 200 ul iE 5] T 1.5 ml EP 管 , 置 
37 CHEA 1 h; EL 1 mlPBS 洗 涤 2 次 ,3000 r/min 离心 


5 min, 弃 上 清 , 加 入 大 鼠 抗 小 鼠 CD4' 或 CD8' 亚 群 单 抗 
5 ul, 4 CHCE 30 min, 加 入 1 ml PBS DER 2 1X C77 3s |] 
前 ) ,离心 并 弃 上 清 , 加 入 5 由 免 抗 大 鼠 FITC-IgG 抗 体 、 
混 匀 ,4 % 放 置 30 min, 同 上 方法 洗涤 2 次 ,离心 后 弃 上 
清 。FACsort 流 式 细胞 仪 测定 CD4:T 细 胞 和 CD8'T 细 
胞 亚 群 的 百分比 。 
1.2.5 脾 细 胞 因子 的 检测 将 步骤 1.2.2 制 备 的 脾 细胞 
其 液 加 入 24 孔 细胞 培养 板 ,每 份 标本 设 原液 组 (1 mL IR 
细胞 悬 液 ) .SjAWA 刺激 组 (1 ml 脾 细 胞 悬 液 +10 hg 
SjAWA) 和 ConA 刺激 组 (1 ml 脾 细 胞 悬 液 +10 ug 
ConA),37 C5% CO; 培 养 48 h, 收 集 脾 细 胞 悬 液 至 1.5 ml 
EP 管 ,3000 r/min 离心 5 min, 收 集 上 清 液 ,-20 % 保 存 
备用 。 按 双 抗体 夹心 ELISA 试 剂 盒 说 明 书 检测 TNF-a、 
IL-10 IHL-127K3E., 
1.3 统计 学 分 析 

采用 SPSS18.0 对 实验 数据 进行 分 析 ,数据 结果 以 
均 数 + 标 准 差 表示 ,每 周 每 组 4 份 标本 ,多 组 间 比 较 用 单 
因素 方差 分 析 , 组 间 两 两 比 用 Dunnett's Ts 法 ,两 组 比较 
采用 独立 样本 :检验 ,P<0.05 为 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 脾 淋巴 细胞 增殖 

当 无 刺激 物 及 分 别 用 SjAWA 和 ConA 刺激 时 ,PO 
组 小 鼠 脾 细胞 增殖 水 平均 在 免疫 后 2~16 周 升 高 ,IN 组 
小 鼠 脾 淋巴 细胞 增殖 水 平均 在 免疫 后 2~18 周 升 高 ,两 
组 均 于 免疫 后 6 周 达 最 高 水 平 ,与 0 周 相 比 有 显著 差异 
(P<0.01)。 同 一 时 间 点 内 原液 .SjAWA 和 Con 人 A 刺激 比 
较 ,SjAWA 与 ConA 能 够 明显 促进 脾 细 胞 的 增殖 ,ConA 
作用 最 强 , 与 原液 组 相 比 具有 显著 差异 (P<0.01)。 不 同 
免疫 途径 比较 ,IN 组 与 PO 组 小 鼠 脾 淋巴 细胞 增殖 水 平 
未 见 显著 性 差异 (P>0.05, 表 1)。 


表 1 日 本 血吸虫 重组 Bb(pPGEX-Sj32) 疫 苗 免疫 小 鼠 脾 细胞 增殖 的 检测 


Tab.1 Detection of splenocyte proliferation from mice immunized with the recombinant Bb (PGEX-Sj32) vaccine (n=4) 


TONS Group PO Group IN 
Supernatant SjAWA stimulation ConA stimulation Supernatant SjAWA stimulation ConA stimulation 

0 0.120+0.002 0.130+0.002 0.150+0.002 0.110+0.001 0.130+0.001 0.150+0.001 
2 0.196+0.001" 0.216+0.001" 0.239+0.001" 0.235+0.004" 0.255+0.002" 0.286+0.002" 
4 0.37220.020" 0.349:0.023" 0.42120.020* 0.50720.021* 0.529+0.202" 0.562+0.020" 
6 0.609+0.144" 0.638::0.013^ 0.638+0.013” 0.6873:0.009" 0.705+0.006" 0.728+0.002" 
8 0.569+0.035" 0.589+0.043" 0.627+0.042" 0.574+0.012" 0.599+0.009" 0.619+0.008" 
10 0.403+0.009” 0.428+0.008” 0.456+0.006" 0.421+0.013" 0.459+0.024" 0.465+0.016" 
12 0.30120.024" 0.327+0.021" 0.327+0.021" 0.301+0.002" 0.321+0.001" 0.349+0.006" 
14 0.267+0.017" 0.29120.014^ 0.29120.014* 0.26120.022^ 0.288+0.015" 0.310+0.017" 
16 0.16420.001" 0.185+0.005" 0.185+0.005" 0.169+0.001" 0.190+0.003" 0.210+0.002" 
18 0.140+0.009 0.167+0.019 0.180+0.002 0.148+0.002" 0.171+0.001" 0.195+0.002" 
20 0.127+0.001 0.148+0.003 0.175+0.009 0.125+0.004 0.145+0.005 0.170+0.008 


"P«0.01 vs 0 week. 
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2.2 脾 细 胞 亚 群 变化 

PO 组 和 二 组 小 鼠 脾 CD4*T 细 胞 亚 群 百分比 均 在 
免疫 后 2~12 周 升 高 ,分 别 在 6 周 和 8 周 达 最 高 水 平 ,与 0 
周 相 比 有 显著 差异 (P<0.01); 两 组 CD8 江 细胞 亚 群 百 分 


Percentage 


0 


比 在 免疫 后 2~20 周 缓慢 升 高, 仅 PO 组 6~8 周 IN 2H 2 
周 和 12 周 与 0 周 相 比 有 统计 学 差异 (P<0.05 或 P< 
0.01) ,其 余 时 间 点 均 无 统计 学 意义 ;两 组 间 比 较 无 显著 
差异 (P>0.05, 图 1)。 


CD4’ T cells/PO 
EZSCD4' T cells/IN 
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20 {fE 

15 JU 
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图 1 日 本 血吸虫 重组 Bb(pGEX-Sj32) 疫 苗 免疫 小 鼠 脾 细 胞 亚 群 的 检测 


Fig.1 Detection of splenocyte subsets from mice immunized with the recombinant 


vaccine. *P«0.05, "P«0.01 vs 0 week. 


2.3 IL-10 检 测 结果 
原液 .SjAWA 和 ConA 刺激 时 ,PO 组 小 鼠 脾 细胞 
IL-10 水 平均 在 2~18 周 升 高 , 且 均 于 免疫 后 10 周 达 最 高 


后 10 周 达 最 高 水 平 ,8~14 周 与 0 周 相 比 差 异 有 统计 学 
意义 (P<0.05 或 P<0.01)。 同 一 时 间 点 ,原液 .SjAWA 和 
ConA 刺激 比较 ,两 组 ConA 刺激 组 均 显著 高 于 相应 原 


水 平 ,原液 和 SjAWA 刺激 时 6~10 周 和 ConA 刺 激 的 4~ 液 组 (P<0.01);PO 组 与 IN 组 比较 无 统计 学 意义 (P> 
16 周 与 0 周 相 比 差异 有 统计 学 意义 (P<0.05 或 P<0.01); ”0.05, 表 2)。 
IN 组 脾 细 胞 I-10 水 平均 在 2~18 周 升 高 , 且 均 于 免疫 
表 2 日 本 血吸虫 重组 Bb(pGEX-Sj32) 疫 苗 免疫 小 鼠 脾 细胞 上 清 液 IL-10 水 平 的 检测 
Tab.2 Levels of IL-10 in splenocyte supernatants from mice immunized with the recombinant vaccine (1-4) 
Per os(PO) group Instranasal(IN) group 
Week 
Supernatant SjAWA stimulation ConA stimulation Supernatant SjAWA stimulation ConA stimulation 
0 12.5x2.9 17.5x2.9 22.5+2.9 ]2.3429 22.5+2.9 32.5+2.9 
2 17.5+5.8 22.5+2.9 32.5+2.9 27.542;9 27.5+2.9 42.5+2.9 
4 25.0+5.8 35.0+2.8 45.0x5.8* 32.522.9 32.522.9 42.5+2.9 
6 27.5+2.9" 37.5+2.9" 47.5+2.9° 35.0+5.8 35.0+5.8 45.0+5.8 
8 32.5+5.8" 42.5+2.9" 55.0+5.8" 45.0x5.8* 45.0+5.8" 55.0+5.8" 
10 32.5+2.9" 47.5+2.9" 57.5+2.9" 55.0+5.8" 55.0+5.8" 65.0+5.8" 
12 25.0+5.8 35.0+5.8 45.0+5.8" 48.8+4.8" 57.5+2.9" 62.5x2.9" 
14 22.522.9 32.522.9 42.522.9" 42.5+2.9" 51.3+2.5" 65.0+5.8" 
16 17.5+2.9 27.5+2.9 37.532.9" 25.0+5.8 35.0+5.8 45.0+5.8 
18 15.0+2.9 25.0+5.8 35.0+5.8 15.0+5.8 25.0+5.8 35.0+5.8 
20 12.5+2.9 17.5+2.9 25.0+5.8 12.542.9 22.5+2.9 32.5x2.9 


*P&0.05, "P«0.01 vs 0 week. 


2.4 IL-12 检 测 结果 
原液 .SjAWA FI ConA 刺激 时 ,PO 组 小 鼠 脾 细胞 


于 免疫 后 8 周 达 最 高 水 平 ,4~8 周 与 0 周 相 比 差异 有 统 
同一 时 间 点 ,原液 、 


计 学 意义 (P<0.05 或 P<0.01) 。 


IL-12 水 平均 在 2~14 周 升 高 , 且 均 于 免疫 后 6 周 达 最 高 ， 
4~6 周 与 0 周 相 比 差异 有 统计 学 意义 (P<0.05 或 P< 
0.01);IN 组 脾 细 胞 I 工 -12 水 平 亦 均 在 2~18 周 升 高 , 且 均 


SjAWA fill ConA 刺激 比较 ,两 组 ConA 刺激 组 均 极 显著 
高 于 相应 原液 组 (P<0.01);PO 组 与 IN 组 比较 无 统计 学 
意义 (P>0.05, 表 3)。 
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表 3 HENMiflDR HR SZB Bb(pGEX-Sj32)r && $e | NSRUIERZRIREL E78 RC TL-12 7k 3E 12301 


Tab.3 Levels of IL-12 in splenocyte supernatants from mice immunized with the recombinant vaccine (1-4) 


Per os (PO) group 


Instranasal (IN) group 


Mes Supernatant SjAWA stimulation ConA stimulation Supernatant SjAWA stimulation ConA stimulation 
0 9.0+1.2 17.5+2.9 27,5E2:9 9.0+1.2 17.5x2.9 22.5+5.8 
2 11.0+1.2 22.5£2,9 32,542.9 14.0+2.3 22:5429 32.542.9 
4 22.5£2.9" 32.5+2.9" 45.0+5.8 19.0+1.2” 32.5+2.9" 42.5x2.9* 
6 35.0+5.8° 45.0+5.8° 65.0+5.8" 50.0+11.5" 65.0+5.8" 75.0+5.8" 
8 25.0+5.8 35.0+5.8 45.0+5.8 45.0+5.8" 65.0+5.8" 85.0+5.8" 
10 15.0+5.8 25.0+5.8 35.0+5.8 25.0+5.8 35.0+5.8 50.0+11.5 
12 12.5+2.9 22.542.9 32.5+2.9 22.5+2.9 35.0+5.8 50.0+11.5 
14 11.0+1.2 22.542.9 32.5+2.9 15.0+5.8 25.0+5.8 35.0+5.8 
16 11.342.5 22.5+2.9 32.5342.9 11.0+1.2 22.5+5.8 32.5+2.9 
18 9.0+1.2 17.5+2.9 27.542.9 11.0+1.2 22.5+2.9 32.5+2.97 
20 9.0+1.2 17.5+2.9 27.5£2,9 10.0+2.3 17.5+2.9 25.0+5.8 


*P«0.05, "P<0.01 vs 0 week. 


2.5 TNF-o 检 测 


结果 


原液 .SijAWA 和 ConA 刺激 时 ,两 组 小 鼠 脾 细胞 
TNF-o 水 平均 在 免疫 后 2~14 周 升 高 , 且 均 于 第 8 周 达 最 
高 水 平 ,与 0 周 相 比 ,PO 组 原液 在 6~10 周 .SjJAWA 和 
ConA 刺激 时 的 6~12 周 有 统 计 学 差异 (P<0.05 或 P< 


0.01) IN 组 原液 及 SjAWA 刺激 组 在 6~8 周 和 ConA 刺 
激 时 的 6~12 周 有 统计 学 意义 (P<0.05 或 P<0.01)。 同 
一 时 间 点 ,原液 .SjAWA 和 ConA 刺激 比较 未 见 显著 性 
差异 ;PO 组 与 IN 组 比较 也 无 统计 学 意义 (P>0.05, 表 4)。 


表 4 日 本 血吸虫 重组 Bb(pPGEX-Sj32) 疫 苗 免疫 小 鼠 脾 细胞 上 清 液 TNF-o 水 平 的 检测 


Tab.4 Levels of TNF-a in splenocyte supernatants from mice immunized with the recombinant vaccine (1-4). 


Per os (PO) group 


Instranasal (IN) group 


Mid Supernatant SjAWA stimulation ConA stimulation Supernatant SjAWA stimulation ConA stimulation 
0 25.0+5.8 35.0+5.8 45.0+5.8 25.0+5.8 35.0+5.8 45.0+5.8 
2 35.0+5.8 45.0+5.8 55.0+5.8 35.0+5.8 45.0+5.8 55.0+5.8 
4 50.0+11.5 60.0+11.5 75.0+17.3 45.0+5.8 55.0+5.8 65.0+5.8 
6 110.0+11.5" 135.0+17.3" 180.0223.1* 70.0x11.5* 90.0€11.5* 110.0x11.5* 
8 190.0x11.5* 265.0x17.3" 325.0x28.9" 110.0+11.5" 165.0+17.3" 225.0+28.9" 
10 55.0+5.8" 75.0+5.8" 95.0+5.8" 65.0+17.3 85.0+17.3 140.0+11.5° 
12 45.0+5.8 65.0+5.8" 85.0+5.8" 35.0+5.8 50.0+11.5 70.0+11.5 
14 25.0+5.8 50.0+11.5 70.0+11.5 30+11.5 50.0+11.5 70.0+11.5 
16 25.0+5.8 35.0+5.8 45.0+5.8 25.0+5.8 35.0+5.8 45.0+5.8 
18 25.0+5.8 35.0+5.8 45.0+5.8 25.0+5.8 35.0+5.8 45.0+5.8 
20 25.0+5.8 35.0+5.8 45.0+5.8 25.0+5.8 35.0+5.8 45.0+5.8 


P<0.05, "P<0.01 


vs 0 week. 


3 讨论 

脾脏 是 机 体 受 抗原 刺激 后 产生 免疫 应 答 的 重要 场 
所 之 一 , 当 寄生 虫 感染 宿主 后 ,其 抗原 性 成 分 被 机 体 免 
疫 系统 感知 ,可 较 早 启动 脾 淋 巴 细胞 增殖 反应 ,增殖 的 
淋巴 细胞 通过 分 泌 多 种 细胞 因子 和 抗体 ,发挥 杀伤 和 
(或 ) 清 除 体内 寄生 虫 .中 和 毒素 及 抑制 炎症 反应 等 作 
用 ,从 而 产生 细胞 和 (或 ) 体 液 免疫 应 答 , 故 检测 脾 淋巴 
细胞 增殖 水 平 可 间接 反映 机 体 的 免疫 状态 。Tu 等 "将 


日 本 血吸虫 pIRES-SjFABP-Sj26GST 疫 苗 免疫 BALB/ 
c 鼠 ,在 第 2 周 测 得 脾 淋 巴 细胞 发 生 显著 增殖 ,并 分 泌 
IFN-y 和 IL-2 等 细胞 因子 介 导 Thl 型 免疫 反应 ,攻击 感 

染 后 得 到 了 31.8% 的 减 虫 率 和 24.78% 的 减 卵 率 ,表明 脾 
淋巴 细胞 增殖 是 该 核酸 疫苗 产生 免疫 保护 作用 的 关 
键 。 本 研究 显示 日 本 血吸虫 重组 Bb(pGEX-Sj32) 疫 苗 
在 免疫 BALB/c 鼠 后 2~18 周 脾 淋巴 细胞 显著 升 高 ,于 第 
6 周 达 峰值 ,表明 该 重组 疫苗 表达 的 抗原 分 子 能 被 小 鼠 
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免疫 系统 识别 ,在 免疫 早期 即 可 启动 脾 淋巴 细胞 增殖 反 
应 而 产生 有 效 的 免疫 应 答 。 

1986 年 Mosmann 等 "提出 的 T 淋 巴 细胞 亚 群 分 化 
学 说 为 疫苗 的 免疫 学 机 制 研究 提供 了 重要 的 指导 意 
义 。T 细 胞 亚 群 分 化 (CD4i/CD87) 在 机 体 抗 感染 免疫 过 
程 中 起 着 重要 的 作用 ,在 血吸虫 感染 早期 主要 由 CD4* 
Th1 型 细胞 及 CD8*CTL 细胞 发 挥 作用 ,而 当 发 生 虫 卵 
肉芽 肿 及 肝脏 的 免疫 病理 改变 后 则 由 CD4*Th2 型 细胞 
及 CD8*Ts 细 胞 作用 为 主 。 研 究 表明 CD4'T 细 胞 有 助 于 
抗 血吸虫 感染 ,CD8*Ts 细 胞 则 是 一 类 负 性 调节 细胞 ,可 
下 调 机 体 的 免疫 力 吕 9。Li 等 " 测 得 感染 日 本 血吸虫 的 
患者 CD4'T 细 胞 亚 群 百分比 为 39.5% .CD4*/CD8' 的 比 
例 为 1.37, 与 对 照 组 (CD4*T 细 胞 亚 群 百分比 49.8%、 
CD47/CD8: 的 比例 为 1.62) 比 较 均 发 生 了 显著 的 下 降 ， 
提示 CD4*T 细 胞 亚 群 可 能 在 对 抗 血 吸虫 感染 中 起 主要 
作用 。 本 研究 发 现 日 本 血吸虫 重组 Bb(pGEX-Sj32) 疫 
苗 能 够 诱导 脾 CD4 江 细胞 亚 群 升 高 ,在 免疫 后 2~12 周 
有 统计 学 意义 ,而 CD8 江 细胞 亚 群 百分比 在 免疫 后 2~ 
20 周 无 明显 升 高 ,表明 该 疫苗 可 主要 促进 T 淋 巴 细胞 向 
CD4 江 亚 群 分 化 ,使 小 鼠 产生 有 效 的 免疫 应 答 。 推 测 该 
疫苗 抗原 在 提 呈 细胞 的 作用 下 ,主要 经 MHC-I 类 分 子 
途径 被 结合 ,T 淋 巴 细胞 识别 这 些 被 处 理 的 MHC-I 类 
抗原 复合 物 而 分 化 为 CD4T 亚 群 ,产生 多 种 细胞 因子 发 
挥 免 疫 作 用 。 这 些 分 泌 的 细胞 因子 可 正 反馈 调节 CD4- 
T 淋 巴 细胞 不 断 增殖 ,同时 抑制 CD8:T 细 胞 亚 群 的 分 
化 ,减少 Ts 细胞 的 产生 ,抑制 其 负 性 调节 作用 ,从 而 上 调 
免疫 功能 。 

机 体 抵抗 日 本 血吸虫 感染 有 赖 于 辅助 性 T 淋 巴 细 
胞 (Th) 的 激活 ,激活 的 Th 细胞 可 分 泌 多 种 细胞 因子 , 形 
成 Thl 和 Th2 型 免疫 应 答 。Thl 型 细胞 因子 IL-12 和 
TNF-a 具 有 重要 的 免疫 效应 作用 ,IL-12 可 促进 IL-2 的 
分 泌 (Thl 型 细胞 分 化 所 必需 的 一 类 细胞 因子 ) ,使 Th0 
细胞 向 Thl 方向 分 化 而 形成 大 量 的 Thl 型 细胞 ,这 些 成 
熟 的 细胞 又 可 分 沁 TNEF-ac 和 IFN-y 等 细胞 因子 清除 病原 
V .抑制 虫 卵 肉芽 肿 及 肝 纤 维 化 形成 ,从 而 产生 Th 1 型 
免疫 保护 作用 小。Cheng E PWR A BIULIL-12 AEBEK. 
吸虫 肉 虫 生长 ,减少 产 卵 ,从 而 减轻 由 虫 卵 引起 的 病理 
性 炎症 反应 和 纤维 化 。 以 上 研究 表明 IL-12 是 一 类 重要 
的 免疫 增强 和 保护 因子 。 本 研究 发 现 重组 日 本 血吸虫 
Bb (pGEX-Sj32) 疫 苗 能 诱导 小 鼠 脾 淋巴 细胞 分 泌 
开 -12, 口 服 组 和 滴 曙 组 分 别 在 在 免疫 后 2~14 周 和 2~18 
周 升 高 ,表明 该 疫苗 的 免疫 保护 作用 可 能 与 其 诱导 分 泌 
IL-12 有 关 。 细 胞 因子 TNF-o 不 仅 具 有 杀伤 肿瘤 细胞 的 
功能 ,而 且 在 血吸虫 感染 免疫 中 亦 发 挥 重要 的 作用 , 通 
过 募集 多 种 粒 细胞 而 引发 炎症 反应 , 介 导 虫 卵 肉芽 肿 
成 及 杀伤 童 虫 。 大 量 研究 表明 多 种 血吸虫 疫苗 的 免疫 


NS 


保护 力 都 与 其 诱导 机 体 产生 高 水 平 TNF-a 有 关 "*”。 本 
研究 发 现 重组 日 本 血吸虫 Bb(pGEX-Sj32) 疫 苗 也 能 诱 
导 小 鼠 分 泌 较 高 水 平 的 TNEF-u, 与 上 述 报道 一 致 。 推 测 
该 疫苗 能 在 小 鼠 体 内 成 功 表达 32 000 抗 原 分 子 , 被 机 体 
免疫 系统 识别 并 提 旦 ,在 脾脏 微 环境 内 T 淋 巴 细胞 受 提 
呈 的 抗原 刺激 增殖 活化 为 Th 细胞 。 其 中 分 化 的 Thl 型 
细胞 产生 开 -12, 该 细胞 因子 一 方面 使 Th0 细 胞 不 断 分 
化 为 Thl 细胞 , 另 一 方面 激活 NK 细 胞 E Wi 28 TL RTT Te 
细胞 发 挥 杀伤 作用 。Thl 型 细胞 因子 通过 与 下 游 免疫 
细胞 以 及 其 他 细胞 因子 相互 促进 .相互 调节 ,产生 更 多 
的 有 利 抗日 本 血吸虫 感染 的 IL-12 和 TNF-o 等 细胞 因 
子 ,进而 形成 并 适当 强化 Thl 型 免疫 应 答 , 发挥 强大 的 
免疫 保护 作用 。 

IL-10 是 Th2 型 细胞 分 泌 的 一 类 经 典 的 抗 炎 因子 ， 
它 可 以 作用 于 抗原 提 呈 细胞 下 调 前 炎症 因子 IL-12 和 
IL-1B 的 分 泌 , 从 而 减轻 感染 宿主 皮肤 和 肝脏 的 炎症 反 
应 以 及 肝 纤 维 化 ,同时 大 量 人 研究 发 现 工 -10 能 够 抑制 
IFN-y 分 泌 而 下 调 Thl 型 免疫 应 答 "'“"™, 在 日 本 血吸虫 感 
染 中 发 挥 重 要 的 抗 炎 抗 纤维 化 作用 。 本 研究 显示 PO 组 
和 IN 组 小 鼠 脾 细胞 IL-10 水 平均 在 2~18 周 升 高 ,分 别 
在 10 周 和 12 周 达 峰 值 ,其 达 峰 值 时 间 较 IL-12(PO/IN: 
6/8 周 ) 和 TNF-a(PO/IN:8/8 周 ) 晚 ,表明 该 重组 疫苗 可 
能 在 免疫 后 期 主要 诱导 产生 Th2 型 免疫 应 答 。 这 种 
Th1/Th2 免 疫 在 时 间 上 的 差异 可 能 与 细胞 因子 的 调节 、 
抗原 的 持续 表达 等 因素 相关 。 在 免疫 早期 ,由 于 机 体 需 
要 大 量 的 效应 细胞 杀伤 寄生 虫 体 ,抑制 炎症 反应 和 清除 
异物 ,Thl 型 免疫 可 能 占 优 势 。 大 量 的 Thl 型 细胞 因子 
如 开 -12 TNF-o, 它 们 一 方面 激活 杀伤 性 细胞 杀 灭 病原 
体 和 趋 化 炎症 细胞 产生 炎症 反应 , 另 一 方面 反 向 调节 
Th1 细胞 ,使 其 不 断 分 化 成 熟 进 而 分 泌 更 多 的 细胞 因 
子 , 如 此 形成 强大 的 Thl 型 免疫 应 答 。 在 免疫 后 期 , 抗 
原 物质 被 逐渐 消耗 以 及 随 着 机 体 抗 感染 力 的 增强 , 负 性 
调节 因子 逐渐 占领 主导 地 位 ,抑制 过 度 的 Thl 型 免疫 应 
答对 自身 组 织 的 破坏 ,同时 通过 调 亡 级 联机 制 诱导 Thl 
型 细胞 发 生 凋 亡 , 从 而 维持 Th1/Th2 型 免疫 的 平衡 , 防 
止 某 一 类 型 免疫 过 度 强化 而 损伤 机 体 自身 组 织 , 并 维持 
较 好 的 免疫 保护 效力 。 
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